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論　　文　　の　　要　　旨
　酵素の立体構造の変化は，誘導適合やアロステリック効果などとして知られているように，機能を発現する上
で重要な役割を示すことが多い。しかし，タンパク質の動的構造の変化を亨実際によって直接観察することは容
易ではない。本研究では，酵素あるいはその機能部位をモデル化した系について分子力学及び動力学法による計
算機実験を行って，動的な構造と機能について理論的解析をおこなった。
（1）カルシウム結合部位パラメーターの決定とホスホリパーゼA2の分子動力学シミュレーショシ
　カルシウム結合タンパク質ホスホリパーゼA2（PLA2）の分子動力学計算を行っで，配位しているカルシゥ
ムイオンとその結合部位の溶液中の動的構造をシミュレーションした。まず，信頼性の高いカルシウム結合部位
の分子力場パラメーターを肋伽肋o分子軌道法計算を行なって決めた。αあ伽伽o分子軌道法計算では分子の大き
さに制限があるため，通常，水分子，アスパラギン酸（Asp）あるいはグルタミン酸（G1u）とペプチドから構
成されているタンパク質のカルシウム結合部位をそれぞれ，水，酢酸，メチルホルムアミドとカルシゥムイォン
の多体系でモデル化した。得られた相互作用エネルギー曲線が分子力場のものにフィットするように非結合パラ
メーターを定めた。これを用いてPLA2のカルシウム結合部位について，水を付した分子動力学計算を行なった。
その結果，カルシウムイオンに配位している水分子，Aspおよびペプチドの平均構造は，X線結晶構造とユオン
グストローム以下のずれで一致していることがわかった。これによって，カルシウム結合部位は酵素タンパクの
中で安定的な構造を保っていることがわかった。
（2）酵素触媒残基のモデル系におけるpKaの理論的研究
　計算機実験によって，セリンプロテアーゼ及びチオールプロテアーゼの触媒残基のpKa値を予測するための
予備的研究として，それぞれギ酸と酢酸及びメタノールとメタンチオールをモデル系としたpKa値の変化を計
算から求めた。それぞれの系の気相での酸性度の差をα6伽倣o分子軌道法計算から求め，水和自由エネルギーの
差を分子動力学計算を主体とした自由エネルギー摂動法から求めてpKa値の差を得た。その結果，ギ酸と酢酸
のpKa値の差は実験値に近かったが，メタノールとメタンチオールに関しては実験値と4－6ユニットほど異
なっていた。これは，水和自由エネルギーの差を計算する際に，系を平衡化する分子動力学シミュレーションの
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時聞が短いことが大きな理由として考えられた。
（3）分子動力学計算を用いたヒトプロレニンの3次元モデルの構築
　レニンはその前駆体（プロレニン）が酸によらて可逆的に活性化されること（acid　activation）が知られている。
また，ヒトプロレニンの10，ユ5，20番目のアルギニン（Arg）を塩基性ではないアミノ酸に置換すると，申性条
件下でも活性型のプロレニンに変換されることがわかっている。これらのことから，プロレニンはこれらの塩基
性アミノ酸残墓と酵素本体の酸性アミノ酸残基が静電的に緒合して，プロフラグメントが活性中心を覆うことに
よって不活性に保たれている可能性が考えられる。そこで，この仮説が3次元構造的に成り立つかどうかを確認
するために，相同性の高いペプシノーゲンのX線結晶構造の情報から，分子動力学計算を用いてヒトプロレニ
ンの3次元モデルを構築した。このヒトプロレニンのモデル構造から，N末端のプロフラグメントはレニンの活
性部位を覆っており，10，15ラ20番目のArg残基の近くにはAsp，G1u，Gln（グルタミン）が約3オングストロー
ムの距離にあることが予測された。また，あらたに43番目めArgも活性中心の2つのAspに近く宝強い静電的
相互作用をしている可能性が示唆された。
（4）ラットプロレニンの43番目のリジン（Lys）残基の不活性化機構における役割の解析
　43番目のアミノ酸がacid　act1v磁i㎝に関連していることを検討するために，ラットプロレニンの変異体を実験
的に作製して調べた。ラットプロレニンはヒトプロレニンと非常に高い相同性を持ち，43番目は同じ塩基性アミ
ノ酸のLysであること，また，ペプシノーゲンとヒトレニンのX線結晶構造を用いて構築したラットプロレニ
ンの3次元モデルから，同じように43番目をLys残基は2つの活性中心のAspと相互作用していることが予測
された。ac1d　act1v説io皿の速度を調べた結果，43番目をロイシンに変異させたプロレニンは天然型より3倍速く
活性型に変換され，プロレニンの不活性化に関係していることがわかった。
審　　査　　の　　要　　旨
　計算機実験は理論，実験と並んで，自然科学における第3の研究手法としてその基盤を築きつつある。本研究
では，X線結晶構造解析では困難なタンパク質の動的な構造変化の観察を，分子動力学シミュレーションによっ
て容易にし，計算機実験を構造生物学に積極的に取り入れている。カルシウム結合タンパク質の分子動力学シミュ
レーションの研究では，カルシウムと配位子の分子力場パラメーターを決める際に，精度の高い分子軌道法計算
をよく吟味して行っている。従って，シミュレーションの結果は非常に信頼性が高い。pKa値の差を計算で求め
る研究では，理論的な蛋白工学的研究を行うためにたいへん意義のある試みである。実験値と比較した場合に一
部差はあるが，問題点をよく理解している。また，プロレニンの3次元構造の予測の研究は，立体構造が解明さ
れていないタンパク質の蛋自工学的研究を行なっている実験科学者にたいして，たいへん示唆に富んだ研究であ
る。計算機実験から得られた仮説を検証するために，実際に遺伝子工学的に変異体を作って調べているのは評価
に値する。分子モデルの構築に分子動力学計算を行って，任意性を排除しているのは今後この分野の一つの有用
な手法として確立されると考えられる。これらの点で意義のある研究である。
　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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